













INVESTIGATION OF THE ACTIVITY OF GLYCOLYTIC ENZYME IN ONION YELLOWS PHYTOPLASMA 
沢田菜摘 





Onion yellows phytoplasma (Candidatus Phytoplasma asteris) is a phytopathogenic bacterium that 
causes witches’ broom, yellowing and stunting in plants.  Ca. P. asteris OY-W strain and OY-M strain 
induces different symptoms to infected plants from each other.  OY-W strain induces severe symptoms 
such as witches’ broom, stunting and yellowing in plants, whereas OY-M induces only mild symptoms 
of proliferation.  It has been suggested that glycolytic genes may be involved in the cause of this 
difference in virulence because glycolytic genes are single-copy on the genome of OY-M strain, whereas 
OY-W strain has two copies of those genes.  In OY-W strain, there is a possibility that the duplication 
of genes enhances the function of a glycolysis pathway, thus large amount of glucose is consumed in the 
host cells, leading to severe symptoms.  However, it has not been clarified whether both two copies of 
glycolytic genes have normal functions in OY-W strain.  In this study, I aimed to investigate the 
enzymatic activity of phosphofructokinase which is the rate-limiting enzyme of glycolytic pathway, by 
cloning two pfkA genes from the OY-W strain. 




























OY-W 系統の解糖系遺伝子群に存在する pfkA1， およ




















図 1．pGEX-4T-1+pfkA1 及び pGEX-4T-1+pfkA2 




て人工合成した．人工合成 pfkA1 および pfkA2 を PCR 反
応により増幅し，pGEX-4T-1 にクローニングすることで
発現用プラスミドを作製し，それぞれを pGEX-4T-1-pfkA
1， pGEX-4T-1-pfkA2 と命名した (図 1)． 
 
（２）PFK の活性測定 
pGEX-4T-1-pfkA1， pGEX-4T-1-pfkA2 を Escherichia col














（３）Bacillus subtilis の生育比較 
ナショナルバイオリソースプロジェクトより取り寄せ
た Bacillus subtilis(以下 B. subtilis)の野生株，pfkA 欠




(１) タンパク質 PFK の検出 
pGEX-4T-1-pfkA1 及び pGEX-4T-1-pfkA2 を導入した大
腸菌 BL21 株を用いて発現させた GST 融合タンパク質の
精製を行い SDS-PAGE により定量した．各系統 2 反復ず
つ泳動を行った． 
ファイトプラズマの pfkA1，pfkA2 由来のタンパク質は
それぞれ 36.2 kDa，36.1 kDa であり，GST タグの分子量
は 28 kDa である．図 2 及び図 3 で示した黒三角バンドは
約 60 kDa であり，予想通り GST-PFK の融合タンパク質
が発現していると考えられる． 
 
(２) B. subtilis の⊿pfkA 変異体の生育調査 









図 2．pGEX-4T-1-pfkA1 導入 BL21 株を用いて発現
させた PFK の SDS-PAGE 結果 
▶ ：GST-PFK 融合タンパク質と予想されるバンド 
各図中のレーン 1 及び 5 は精製前の磨砕粗抽出液，
レーン 2 及び 6 はアフィニティ精製による溶出 1 回
目のタンパク質画分，レーン 3 及び 7 は溶出 2 回目
のタンパク質画分，レーン 4 及び 8 は精製 3 回目の
タンパク質画分を示す． 
図 3．pGEX-4T-1-pfkA2 導入 BL21 を用いて発現させた
PFK の SDS-PAGE 結果 
▶ ：GST-PFK 融合タンパク質と予想されるバンド 
各図中のレーン 1 及び 5 は精製前の磨砕粗抽出液， レー
ン 2及び 6はアフィニティ精製による溶出 1 回目のタンパ
ク質画分，レーン 3及び 7は溶出 2 回目のタンパク質画分，
レーン 4 及び 8 は溶出 3 回目のタンパク質画分を示す． 
 
図 4．⊿pfkA 枯草菌と野生株の増殖能の比較． 
















められなかった．一方、GST-pfkA1 では 1 回目の溶出タ
ンパク質において数ユニットの PFK が検出されたこと
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図 5．PFK 活性測定結果 
溶出 1 回目及び 2 回目の融合タンパク質 GST-pfkA1，GST
-pfkA2 のほか、純 PFK を添加した PC 区、DDW を添加し
た NC 区を設定し活性測定を行った． 
左から PC 区，溶出 1 回目の融合タンパク質 GST-pfkA1，
溶出 2 回目の融合タンパク質 GST-pfkA1，溶出 1 回目の融
合タンパク質 GST-pfkA2，溶出 2 回目の GST-pfkA2 融合タ
ンパク質を表す． 
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